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Re´sume´ – De nouveaux algorithmes d’analyse d’images pour de´tecter et mesurer un re´seau vasculaire a` partir d’images de coupes histolo-
giques se´rie´es obtenues par microscopie optique sont pre´sente´s. Apre`s avoir extrait les vaisseaux sanguins, les images binaires re´sultantes sont
recale´es et empile´es pour reconstruire l’image du re´seau vasculaire tridimensionnel. La me´thode de´veloppe´e e´value quantitativement diffe´rents
parame`tres de la ge´ome´trie vasculaire a` partir des images a` deux et a` trois dimensions. Ces mesures permettent de caracte´riser le processus de
stimulation/inhibition de la structure vasculaire.
Abstract – New image processing algorithms for the detection and measurement of a vascular network from images of histological sections
obtained by optical microscopy are presented. After extraction of the blood vessels, the resulting binary images are registered and stacked
to reconstruct the tridimensional vascular network image. The developed method evaluates quantitatively different parameters of the vascular
geometry from images at two and three dimensions. These measurements allow characterizing the process of stimulation/inhibition of the
vascular structure.
1 Introduction
L’angiogene`se est le processus biologique par lequel de nou-
veaux vaisseaux sanguins se forment a` partir de vaisseaux pre´–
existants [1]. Ce processus, illustre´ par la figure 1, est essen-
tiel au de´veloppement normal des tissus en assurant l’apport
d’oxyge`ne et en e´le´ments nutritifs et l’e´limination des de´chets
du me´tabolisme cellulaire. Elle est particulie`rement importante
et indispensable dans divers processus physiologiques tels que
le de´veloppement embryonnaire, l’implantation, la placenta-
tion [2] mais aussi pathologiques, comme dans le cas du can-
cer ou` elle est essentielle a` la croissance tumorale [3] [4]. La
ge´ome´trie de la nouvelle vascularisation refle`te le processus
de l’angiogene`se et peut changer conside´rablement. Le re´sultat
du processus de l’angiogene`se est ge´ne´ralement caracte´rise´ par
l’aire relative occupe´e par les vaisseaux sanguins dans des coupes
histologiques.
Le but de ce travail est de de´velopper une me´thode assiste´e
par ordinateur e´valuant quantitativement diffe´rents parame`tres
de la ge´ome´trie vasculaire en utilisant des coupes histologiques.
2 Mate´riels et me´thodes
2.1 Microscopie
Les coupes histologiques sont observe´es avec un microscope
optique Zeiss Axiovert 25 a` un grossissement 25 fois.
FIG. 1: angiogene`se
2.2 Traitement d’images
Les logiciels utilise´s pour re´aliser ce travail sont les suivants :
(a) APHELION v.3.2 pour le traitement d’images a` 2D, la re-
construction 3D et les mesures a` 2D et a` 3D, (b) MATLAB
v.6.5. pour le recalage des images, indispensable avant d’effec-
tuer la reconstruction 3D des re´seaux vasculaires, et l’analyse
statistique des re´sultats. L’algorithme de´veloppe´ pourrait aussi
eˆtre imple´mente´ sans difficulte´ dans tout autre logiciel conte-
nant les outils de base d’analyse d’images.
3 Re´sultats et discussion
3.1 Traitements d’images
La figure 2 donne un exemple d’image correspondant a` une
coupe histologique. Dans ce travail, nous nous inte´ressons a` la
de´tection et la quantification des vaisseaux sanguins. L’algo-
FIG. 2: exemple de coupe histologique
rithme utilise´ pour extraire les vaisseaux sanguins est re´sume´
dans l’organigramme de la figure 3. Il est important de no-
ter que la diversite´ des images du point de vue de leur appa-
rence et de leur qualite´ rend difficile d’e´tablir un programme
comple`tement automatique. Cependant, nous avons de´veloppe´
un programme parame´trique semi-automatique qui requiert l’in-
teraction de l’utilisateur par l’interme´diaire de boıˆtes a` dialogue
a` diffe´rentes e´tapes du traitement.
Une difficulte´ majeure dans la de´tection des vaisseaux san-
guins a` partir de coupes histologiques est la position des vais-
seaux par rapport au plan de la coupe. En effet, un vaisseau
perpendiculaire a` ce plan sera repre´sente´ par une forme cir-
culaire sur l’image, contrairement a` un vaisseau paralle`le qui
apparaıˆtra sous une forme longiligne. L’algorithme permettant
l’extraction des vaisseaux, repre´sente´ par l’organigramme de
la figure 3, a e´te´ conc¸u en tenant compte de ce proble`me. Il se
compose de trois e´tapes.
La premie`re e´tape a pour objectif d’extraire la majorite´ des
vaisseaux circulaires et longilignes. Les re´sultats interme´diaires
successifs sont montre´s dans la figure 3 (Images 1a–1b) et les
diffe´rentes ope´rations sont de´taille´es ci-dessous.
– Une de´tection de contour est re´alise´e en appliquant un
gradient de Sobel [5] a` l’image d’entre´e. L’ope´rateur uti-
lise´ pour calculer le gradient de Sobel extrait les pixels
dont les amplitudes du gradient obtenues par les noyaux
de Sobel sont au moins e´gales au seuil de´fini. Cela im-
plique donc de choisir un seuil. Vu les grandes variations
d’intensite´ de luminosite´, l’utilisateur choisit le seuil in-
teractivement, ce qui permet une meilleure de´tection des
vaisseaux en fonction de l’image traite´e.
– Un algorithme de seuillage automatique (figure 3, 1a)
est ensuite utilise´ pour maximiser le contraste global des
contours [6]. Cet ope´rateur se´lectionne automatiquement
les seuils qui maximisent le contraste moyen global des
contours de´tecte´s par les seuils d’un coˆte´ a` l’autre de
l’image. Il est applique´ re´cursivement, se´lectionnant les
seuils supple´mentaires en ignorant les contours de´tecte´s
par les seuils pre´ce´demment se´lectionne´s. Ces seuils sont
alors applique´s sur l’image de de´part. Cet algorithme uti-
lise l’information locale au lieu de l’histogramme glo-
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FIG. 3: organigramme du traitement pour extraire les vaisseaux
sanguins
bal, ce qui implique qu’il est moins sensible au manque
d’uniformite´ de l’e´clairage du microscope.
– Pour de´tecter les vaisseaux comme des re´gions sur les-
quelles nous pourrons par la suite calculer une se´rie de
mesures, l’algorithme de segmentation par ligne de par-
tage des eaux, appele´ ((watershed )), est applique´ [7] (fi-
gure 3, 1b).
La deuxie`me e´tape de´tecte les vaisseaux sanguins circulaires.
Les re´sultats interme´diaires successifs sont montre´s dans la fi-
gure 3 (Images 2a–2d) et les diffe´rentes ope´rations sont de´taille´es
ci-dessous.
– Cette e´tape commence par une soustraction de l’image
de sortie de la premie`re e´tape a` l’image d’entre´e. L’image
re´sultante conserve les vaisseaux qui restent a` extraire.
– Un filtre me´dian [5] permet de re´duire le bruit dans l’image.
Le voisinage utilise´ ici est un voisinage 5x5.
– Pour augmenter le contraste de l’image, un filtre mor-
phologique de contraste est applique´. Ce filtre utilise un
e´le´ment structurant (disque de rayon 3).
– L’image est alors binarise´e avec un seuil choisi inter-
activement (figure 3, 2a). Le seuillage utilise´ ici est un
seuillage par bornes infe´rieure et supe´rieure [8]. L’image
re´sultante contient les vaisseaux sanguins recherche´s ainsi
que des re´gions inde´sirables.
– Une transformation de fermeture morphologique [9] a
pour but de remplir les re´gions entoure´es de contours
ferme´s. L’e´le´ment structurant utilise´ est un disque de rayon
2.
– L’application du watershed [7] extrait les vaisseaux cir-
culaires (figure 3, 2b).
– Les re´gions inde´sirables restantes sont extraites plus loin
en reconstruisant l’image en utilisant l’image source e´rode´e
comme marqueur (figure 3, 2c). Cette ope´ration e´rode
l’image 2b de la figure 3 et reconstruit l’image 2c de la
figure 3 sous celle-ci en effectuant des dilatations ge´ode´-
siques [9]. Cette ope´ration peut eˆtre utilise´e dans les meˆmes
situations qu’une ouverture morphologique [9], mais a
l’avantage de pre´server les contours vu que la recons-
truction re´cupe`re ce qui a e´te´ perdu apre`s l’e´rosion.
– Un OR exclusif logique (XOR) (figure 3, 2d) est alors ap-
plique´ entre les images 2b et 2c de la figure 3 pour sous-
traire les re´gions inde´sirables a` partir de l’image re´sultant
du ((watershed )).
La troisie`me e´tape est optionnelle et peut eˆtre applique´e par
l’utilisateur a` travers une boıˆte a` dialogue, si tous les vaisseaux
sanguins ne sont pas de´tecte´s. Le re´sultat de cette e´tape est
montre´ dans la figure 3 (Image 3a).
– L’image de de´part est l’image d’entre´e a` laquelle on a
soustrait les re´sultats des deux premie`res e´tapes (figure
3, 1b et 2d).
– Un seuillage interactif est alors utilise´. Il s’agit d’un seuillage
par bornes infe´rieure et supe´rieure [8].
Finalement, nous appliquons un OR logique entre les re´sultats
des trois e´tapes (figure 3, 1b, 2d et 3a). Cette image constitue
l’image binaire finale sur laquelle les mesures sont re´alise´es.
3.2 Recalage d’images et reconstruction 3D
Lorsque les coupes histologiques sont re´alise´es en forme se´rie´e,
on peut re´aliser une reconstruction 3D de l’objet e´tudie´. Dans le
cas ou` ces coupes ne sont pas aligne´es parfaitement, les images
en niveaux de gris correspondantes doivent eˆtre recale´es. Ce
recalage des images successives est re´alise´ manuellement en
utilisant des paires de points.
Pour recaler une image par rapport a` une autre, on se´lectionne
tout d’abord des points de repe`re par l’interme´diaire d’une in-
terface graphique illustre´e a` la figure 4 ou` l’image de droite
est l’image de re´fe´rence, et celle de gauche l’image a` reca-
ler. A partir des points de repe`re se´lectionne´s, la transforma-
tion ge´ome´trique a` appliquer a` l’image non recale´e est de´duite.
Parmi les diffe´rents types de transformation possibles, notre
choix se limite a` une transformation rigide, c’est–a`–dire une
transformation qui se compose uniquement de translation et de
rotation. Et enfin, cette transformation est applique´e a` l’image
a` recaler.
Pour recaler toutes les images d’un meˆme e´chantillon, cette
me´thode de recalage est d’abord applique´e sur les deux premie`res
coupes en prenant la premie`re comme image de re´fe´rence. En-
suite, lorsque la deuxie`me image est recale´e, la me´thode est
a` nouveau applique´e sur la deuxie`me et la troisie`me coupe en
choisissant la deuxie`me image comme image de re´fe´rence. Et
ainsi de suite.
Les images en niveaux de gris e´tant recale´es, le programme
de traitement d’images (section 3.1) est applique´ sur ces images
pour obtenir les images binaires correspondantes. La recons-
truction tridimensionnelle peut alors eˆtre re´alise´e. Pour cela,
FIG. 4: interface pour se´lectionner les points de repe`re
FIG. 5: exemple d’une reconstruction 3D
les images binaires des coupes histologiques successives sont
empile´es et le re´sultat est visualise´. La figure 5 pre´sente un
exemple de reconstruction 3D d’un re´seau vasculaire.
3.3 Mesures sur l’image
`A titre d’exemple, des mesures re´alise´es a` partir des images
2D et 3D de coupes histologiques de la partie maternelle du pla-
centa de souris de´ficientes ou non pour le ge`ne PAI-1 (Inhibi-
teur des activateurs du plasminoge`ne de type 1) sont pre´sente´es.
Elles permettent de caracte´riser le processus de l’angiogene`se.
Ce mode`le est utilise´ parce que la souris est le meilleur mode`le
ge´ne´tique expe´rimental de mammife`re e´tudie´. De plus, les struc-
ture des placentas de souris et d’humain sont groupe´es dans la
meˆme cate´gorie [10].
Les mesures suivantes ont e´te´ re´alise´es : (a) la distribution de
surface des vaisseaux, (b) la distribution de surface de Crofton
des vaisseaux, (c) la distribution de volume des vaisseaux, (d)
la distribution de surface spe´cifique des vaisseaux, ou` la sur-
face spe´cifique est le rapport entre la surface de Crofton et le
volume, et (e) les densite´s surfacique et volumique des vais-
seaux, note´es ²s et ² respectivement. Une comparaison entre
les densite´s surfacique et volumique permet de de´terminer l’ho-
moge´ne´ite´ de la distribution des vaisseaux.
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